


















importance.  Peptidylarginine  deiminases  (PADs)  post‐translationally  convert  arginine  into 
citrulline  in  target  proteins  in  an  irreversible  manner.  PAD‐mediated  deimination  can  cause 
structural  and  functional  changes  in  target  proteins,  allowing  for  protein  moonlighting  in 





the  species  assessed, with  the narrowest EV profiles of  50–200 nm  in  the northern giant petrel 
Macronectes halli, and the highest abundance of larger 250–500 nm EVs in the brown skua Stercorarius 
antarcticus. The seabird EVs were positive for phylogenetically conserved EV markers and showed 
characteristic  EV morphology.  Post‐translational  deimination was  identified  in  a  range  of  key 
plasma proteins critical for immune response and metabolic pathways in three of the bird species 
under study; the wandering albatross Diomedea exulans, south polar skua Stercorarius maccormicki 
and  northern  giant  petrel.  Some  differences  in  Gene  Ontology  (GO)  biological  and  Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes  (KEGG) pathways  for deiminated proteins were observed 






useful  indicators  of  physiological  and  immunological  status  in  seabirds—many  of  which  are 
globally threatened. 
  
Biology 2020, 9, 15  2  of  42 
 
Keywords: Peptidylarginine deiminases (PADs); protein deimination; extracellular vesicles (EVs); 
Antarctic  seabirds  (wandering  albatross  (Diomedea  exulans),  grey‐headed  albatross  (Thalassarche 
chrysostoma), black‐browed albatross  (Thalassarche melanophris), northern giant petrel  (Macronectes 
halli), southern giant petrel (Macronectes giganteus), white‐chinned petrel (Procellaria aequinoctialis), 




Peptidylarginine  deiminases  (PADs)  are  calcium‐dependent  enzymes  which  post‐
translationally  convert  arginine  into  citrulline  in  target  proteins  in  an  irreversible manner.  This 
protein deimination can lead to structural and functional changes in target proteins [1–4]. Structures 
most  prone  to  deimination  are  beta‐sheets  and  intrinsically  disordered  proteins,  and  identified 
deiminated targets to date include nuclear, cytoplasmic and mitochondrial proteins [2,4–11]. Protein 
deimination can affect gene regulation and cause generation of neo‐epitopes [5,12] but may also allow 





(CNS)  diseases  [4,5,12,16,21,22],  much  less  is  known  about  their  involvement  in  physiological 
processes. Recent comparative animal studies have therefore focused on elucidating roles for post‐




PADs play  crucial  roles  in  the  cellular  release of  extracellular vesicles  (EVs)  in diverse  taxa 









[11].  In  teleost  fish  EVs  were  reported  in  higher  abundance  at  300–500  nm  [8,35],  while  in 
elasmobranches higher abundance of small EVs in the 10–200 nm size range are reported [9]. In the 
protozoa  Giardia  intestinalis,  two  distinct  EV  size  populations with  different  functions  in  host‐




cancer  studies,  cellular EV  profiles  vary  between  cancer  types  and  change  in  response  to drug‐
treatment, both with respect to EV size distribution and cargo [25–27,37]. A recent study assessing 
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Seabirds are subject to a range of natural and anthropogenic pressures, including from incidental 
mortality  (bycatch)  in  fisheries,  overfishing,  invasive  species  and  exposure  to  pathogens  and 
contaminants [39–41]. In addition, global climate change affects prey abundance and distribution at 
sea,  increases  the  frequency of  extreme weather  (storms, high winds,  rainfall or heatwaves)  and 
possibly the likelihood or severity of disease outbreaks [42–44]. Numerous studies have examined 
levels of a  range of heavy metal and other contaminants  [39,45–47]. Similarly, a  range of seabird 




in which  acute‐phase proteins have been  studied because of  commercial  interests  in minimizing 




seabird  species  representing  two  avian  orders:  Procellariiformes  (albatrosses  and  petrels)  and 









Blood was collected  from one adult  individual of each of  the  following eight seabird species 
during  the  breeding  season:  wandering  albatross  (Diomedea  exulans),  grey‐headed  albatross 
(Thalassarche  chrysostoma), black‐browed  albatross  (Thalassarche melanophris),  southern giant petrel 
(Macronectes  giganteus),  northern  giant  petrel  (Macronectes  halli), white‐chinned  petrel  (Procellaria 
aequinoctialis) and brown skua (Stercorarius antarcticus) at Bird Island, South Georgia (54°00′ S, 38°03′ 
W), and south polar skua (Stercorarius maccormicki) at Rothera Point, Adelaide Island (67°04′ S, 68°07′ 
W). All  individuals  appeared  to  be  good  health  at  the  time  of  sampling.  Sample  collection was 






















NS300  system  (Malvern  Panalytical  Ltd.,  Malvern,  UK).  The  NanoSight  system  was  used  in 
conjunction with a syringe pump to ensure continuous flow of the sample, with approximately 40–





resuspended  in 100 mM sodium cacodylate buffer  (pH 7.0) and placed on  to a grid with a glow‐
discharged carbon  support  film. The EVs were  stained with 2% aqueous Uranyl Acetate  (Sigma‐









for  1  h  at  room  temperature  (RT)  and  incubated  overnight  at  4  °C with  the  following  primary 
antibodies  diluted  in  TBS‐T:  F95  (pan‐deimination  antibody,  MABN328,  Merck,  Watford,  UK, 
1/1000), anti‐PAD2  (ab50257, Abcam, Cambridge, UK, 1/1000), anti‐PAD3  (ab50246, 1/1000), all of 
which  have  previously  been  validated  in Gallus  gallus  [16]  and  shown  to  cross‐react with  PAD 
homologues and deiminated proteins from a range of taxa [6,7,9–11], as well as the two following 
EV‐specific markers, validated across a wide range of species: CD63 (ab216130, 1/1000; intracellular 










giant  petrel  (Procellariidae)  and  south  polar  skua  (Stercorariidae).  The Catch  and Release®  v2.0 





eluted using denaturing elution buffer  (Merck), according  to  the manufacturer’s  instructions, and 
thereafter  analysed  by  Western  blotting  and  by  liquid  chromatography  with  tandem  mass 
spectrometry  (LC–MS/MS)  (Cambridge  Proteomics,  Cambridge,  UK).  For  LC–MS/MS,  the  F95‐
enriched eluates were run 0.5 cm into a 12% TGX gel (BioRad) and each cut out as one band. The 1D 
gel bands were transferred into a 96‐well PCR plate. The bands were cut into 1 mm2 pieces, destained, 
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(version 2.1., Thermo Scientific). Briefly, all MS/MS data were converted  to mgf  files and  the  files 
were then submitted to the Mascot search algorithm (Matrix Science, London, UK) and due to low 
annotation of  species‐specific databases  the hit  search was  carried out  against  the UniProt Aves 
database:  CCP_Aves_class  Aves_class_20190709  (876,224  sequences;  364,491,521  residues)  and  a 
common  contaminant  sequences  database  (123  sequences;  40,594  residues).  The  peptide  and 
fragment mass tolerances were set to 20 ppm and 0.1 Da, respectively. A significance threshold value 
of p < 0.05 and a peptide cut‐off score of 20 were also applied. 
Search Tool  for  the Retrieval of  Interacting Genes/Proteins  (STRING) analysis  (https://string‐





between  nodes  indicating  evidence‐based  interactions  for  network  edges  as  follows:  known 
interactions (based on curated databases, experimentally determined), predicted interactions (based 
on gene neighbourhood, gene fusion, gene co‐occurrence) or via text mining, co‐expression or protein 
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with some differences observed in size distribution profiles (Figure 1A–H). The main EV peaks in 








Figure  1. Extracellular vesicle  (EV) profiles of  seabird plasma.  (A–H) Nanosight particle  tracking 
analysis  (NTA) and Western blotting analysis  (WB) of EVs  isolated  from the 8 bird plasma shows 
some  variation  in  EV  size  distribution  profiles  as  represented  by  the  histograms  and  positive 
immunoblotting with two phylogenetically conserved EV‐specific protein markers, CD63 and Flot‐1. 
(A) Wandering albatross (Diomedea exulans); (B) Grey‐headed albatross (Thalassarche chrysostoma); (C) 
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Deiminated protein candidates were further identified by liquid chromatography with tandem 
mass  spectrometry  (LC–MS/MS)  analysis,  following  F95  enrichment,  in  three  of  the  bird  species 
under study, with 26, 53 and 67 deimination protein candidate hits (including unidentified protein 
hits)  identified  for wandering albatross, northern giant petrel and  south polar skua,  respectively, 
whereof 15 hits were shared between all three species (Figure 4). 
 










(Macronectes  halli).  Deiminated  proteins  were  isolated  by  immunoprecipitation  using  the  pan‐
deimination F95 antibody. The F95‐enriched eluate was analysed by LC–MS/MS and peak list files 
were  submitted  to  mascot.  Peptides  matching  with  Aves_class_20190709  (876,224  sequences; 





















Fibrinogen beta chain  Fulmarus glacialis  Northern fulmar  1102 
A0A093INM3_FULGA 
Fibrinogen alpha chain  Fulmarus glacialis  Northern fulmar  1060 













Serum albumin  Gavia stellata  Red‐throated loon  841 
A0A093P0F9_PYGAD 
Serum albumin  Pygoscelis adeliae  Adélie penguin  841 
A0A0A0A3R1_CHAVO 
Apolipoprotein A‐I  Charadrius vociferus  Killdeer  786 
A0A093LU79_FULGA 
Fibronectin  Fulmarus glacialis  Northern fulmar  676 
A0A093GBQ7_DRYPU 










Serum albumin  Pelecanus crispus  Dalmatian pelican  585 
A0A087R4G9_APTFO 
Alpha‐2‐macroglobulin  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  572 
A0A093KX01_FULGA 




















Apolipoprotein A‐I  Leptosomus discolor  Cuckoo roller  432 
A0A093KM83_FULGA 






Kininogen‐1  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  398 
A0A091PXP6_HALAL 










Alpha‐2‐macroglobulin  Pygoscelis adeliae  Adélie penguin  346 
U3K0Q3_FICAL 
Serum albumin  Ficedula albicollis  Collared flycatcher  344 
R7VRC4_COLLI  Columba livia  Rock dove  337 








Kininogen‐1  Pygoscelis adeliae  Adélie penguin  325 
A0A099ZYE0_CHAVO 
Alpha‐2‐macroglobulin  Charadrius vociferus  Killdeer  318 
A0A093ISV2_FULGA 








Complement C3  Meleagris gallopavo  Wild turkey  264 
A0A087RBR7_APTFO 






Alpha‐1‐antiproteinase 2  Gavia stellata  Red‐throated loon  251 
A0A091FFS0_9AVES 














































Selenoprotein P  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  83 
A0A091RRK2_NESNO  Nestor notabilis  Kea  77 

















Apolipoprotein B‐100  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  69 
A0A091J8Z6_EGRGA 






Uncharacterized protein  Callipepla squamata  Scaled quail  52 
A0A091FXD5_9AVES 






















Uncharacterized protein  Ficedula albicollis  Collared flycatcher  403 
* A0A091EPY9_CORBR 
Protein NEL  Corvus brachyrhynchos  American crow  266 
* U3K9W1_FICAL 
Uncharacterized protein  Ficedula albicollis  Collared flycatcher  189 
* A0A2I0UHP4_LIMLA 
Uncharacterized protein  Limosa lapponica baueri  Bar‐tailed godwit  182 
* A0A2I0U6I0_LIMLA 
Complement component c9  Limosa lapponica baueri  Bar‐tailed godwit  181 
* A0A0A0A0R4_CHAVO 









Biology 2020, 9, 15  12  of  42 
 
* A0A2I0TEM1_LIMLA 








Uncharacterized protein  Ficedula albicollis  Collared flycatcher  99 
* U3JJN2_FICAL 
Uncharacterized protein  Ficedula albicollis  Collared flycatcher  99 
* A0A091EHN6_CORBR 
Plasma serine protease inhibitor  Corvus brachyrhynchos  American crow  97 
* A0A087R6D3_APTFO 
Pantetheinase  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  88 
* A0A091NIR3_9PASS 







Apolipoprotein A4  Ficedula albicollis  Collared flycatcher  74 
* A0A087RA43_APTFO 






Alpha‐1‐antitrypsin‐like GS55‐MS  Colius striatus  Speckled mousebird  67 
* A0A091KJ46_9GRUI 
















Serum albumin  Charadrius vociferus  Killdeer  1363 
A0A091LDB0_CATAU 
Alpha‐2‐macroglobulin  Cathartes aura  Turkey vulture  1265 
A0A0A0A1J2_CHAVO 
Alpha‐2‐macroglobulin  Charadrius vociferus  Killdeer  1259 
A0A093F817_TYTAL 
Serum albumin  Tyto alba  Barn owl  1225 
A0A093RKW8_PYGAD 








Serum albumin  Antrostomus carolinensis  Chuck‐will’s‐widow  961 
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A0A226MDX7_CALSU 






Apolipoprotein A‐I  Charadrius vociferus  Killdeer  912 
A0A091MMC9_CARIC 
Serum albumin  Cariama cristata  Red‐legged seriema  892 
A0A091RWK1_9GRUI 
Serum albumin  Chlamydotis macqueenii  MacQueen’s bustard  877 
A0A093H6Z2_DRYPU 










Serum albumin  Anas platyrhynchos  Mallard  802 
A0A2I0MH12_COLLI 
Albumin  Columba livia  Rock dove  758 
A0A091MK58_CARIC 






Serum albumin  Cuculus canorus  Common cuckoo  718 
A0A2I0UH92_LIMLA 
Alpha‐1‐antiproteinase 2‐like  Limosa lapponica baueri  Bar‐tailed godwit  716 
A0A091PEU7_LEPDC 
Fibronectin  Leptosomus discolor  Cuckoo roller  695 
A0A091KH67_9GRUI 
Serum albumin  Chlamydotis macqueenii  MacQueen’s bustard  660 
A0A094L9Z6_PODCR 
Serum albumin  Podiceps cristatus  Great crested grebe  657 
A0A093I422_STRCA 
Serum albumin  Struthio camelus australis  South African ostrich  648 
A0A099ZYE0_CHAVO 






Serum albumin  Nipponia nippon  Japanese crested ibis  626 
U3K0Q3_FICAL 






Alpha‐1‐antiproteinase 2  Apaloderma vittatum  Bar‐tailed trogon  512 
R7VRC4_COLLI 
Complement C3  Columba livia  Rock dove  448 
A0A093B942_CHAPE  Chaetura pelagica  Chimney swift  441 




Ceruloplasmin  Phalacrocorax carbo  Great cormorant  404 
A0A087RBR7_APTFO 
Ceruloplasmin  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  401 
P02118|HBB_ANSIN 
Hemoglobin subunit beta  Anser indicus  Bar‐headed goose  392 
A0A093GD58_DRYPU 






Alpha‐2‐macroglobulin  Colius striatus  Speckled mousebird  348 
A0A091P984_HALAL 
Ovotransferrin  Haliaeetus albicilla  White‐tailed eagle  315 
A0A091K9S4_COLST 
Fibrinogen beta chain  Colius striatus  Speckled mousebird  258 
A0A091EDU9_CORBR 
Alpha‐1‐antiproteinase 2  Corvus brachyrhynchos  American crow  252 
A0A094LH36_PODCR 
Ovotransferrin  Podiceps cristatus  Great crested grebe  252 
A0A091LCI0_CATAU 
Plasminogen  Cathartes aura  Turkey vulture  240 
A0A091SCH1_NESNO 
















Fibrinogen alpha chain  Chloebia gouldiae  Gouldian finch  199 
G1MPR2_MELGA 
Complement C3  Meleagris gallopavo  Wild turkey  194 
A0A091J7H5_EGRGA 
Ig heavy chain V region 5A  Egretta garzetta  Little egret  188 
S5MN40_ANTVP 






Complement factor H  Eurypyga helias  Sunbittern  153 
A0A226NSR6_COLVI 
Fibrinogen gamma chain  Colinus virginianus  Northern bobwhite  148 
A0A0A0AI07_CHAVO 
Apolipoprotein B‐100  Charadrius vociferus  Killdeer  143 
A0A091SMJ2_PELCR 
Serum albumin  Pelecanus crispus  Dalmatian pelican  130 
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A0A091P1L3_HALAL 
Ig heavy chain V‐III region GAL  Haliaeetus albicilla  White‐tailed eagle  130 
A0A087REW6_APTFO 
Glutathione peroxidase  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  129 
A0A093ELS8_TYTAL 
Complement factor H  Tyto alba  Barn owl  123 
A0A091IHM8_CALAN 




















Complement receptor type 2  Cariama cristata  Red‐legged seriema  98 
A0A3M0JM35_HIRRU 
Histidine‐rich glycoprotein  Hirundo rustica rustica  Barn swallow  93 
A0A091RP12_9GRUI 
Selenoprotein P  Chlamydotis macqueenii  MacQueen’s bustard  93 
A0A087QZ39_APTFO 
Retinol‐binding protein 4  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  90 
A0A087QPM6_APTFO 
Complement receptor type 2  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  88 
A0A2I0TTX4_LIMLA 






Ovotransferrin  Fulmarus glacialis  Northern fulmar  84 
A0A091IQJ3_EGRGA 






Complement c3  Limosa lapponica baueri  Bar‐tailed godwit  58 
A0A0A0ANE6_CHAVO 
Ig heavy chain V‐III region VH26  Charadrius vociferus  Killdeer  56 
A0A0A0APT8_CHAVO 




















Table  3.  Deiminated  proteins  identified  by  F95  enrichment  in  plasma  of  wandering  albatross 
(Diomedea  exulans).  Deiminated  proteins  were  isolated  by  immunoprecipitation  using  the  pan‐
deimination F95 antibody. The F95‐enriched eluate was analysed by LC–MS/MS and peak list files 
were  submitted  to  mascot.  Peptides  matching  with  Aves_class_20190709  (876,224  sequences; 































Corticosteroid binding globulin  Taeniopygia guttata  Zebra finch  226 
* A0A226MDB4_CALSU 
Uncharacterized protein  Callipepla squamata  Scaled quail  203 
* A0A3Q3B296_CHICK 
Uncharacterized protein  Gallus gallus  Chicken  187 
* A0A3L8SF82_CHLGU 


























Apolipoprotein AIV  Callipepla squamata  Scaled quail  68 
* A0A087QM54_APTFO  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  64 























Ubiquitin carboxyl‐terminal hydrolase  Cuculus canorus  Common cuckoo  47 
* A0A087R4Q6_APTFO 

















Serum albumin  Pygoscelis adeliae  Adélie penguin  1696 
A0A093FHI9_GAVST 
Serum albumin  Gavia stellata  Red‐throated loon  1587 
A0A087R4G9_APTFO 
Alpha‐2‐macroglobulin  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  1400 
A0A093F817_TYTAL 
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R0M0W6_ANAPL 
Serum albumin  Anas platyrhynchos  Mallard  873 
A0A087RBR7_APTFO 
















Ceruloplasmin  Pelecanus crispus  Dalmatian pelican  747 
A0A0A0A3R1_CHAVO 
Apolipoprotein A‐I  Charadrius vociferus  Killdeer  737 
P19121|ALBU_CHICK 
Serum albumin  Gallus gallus  Chicken  727 
A0A093GBQ7_DRYPU 
Fibronectin  Dryobates pubescens  Downy woodpecker  635 
A0A093INM3_FULGA 






Alpha‐2‐macroglobulin  Pygoscelis adeliae  Adélie penguin  599 
A0A093FGC0_GAVST 
Fibrinogen alpha chain  Gavia stellata  Red‐throated loon  589 
A0A093G3Z1_DRYPU 
























Apolipoprotein A‐I  Nipponia nippon  Japanese crested ibis  431 
A0A087R543_APTFO 
Alpha‐1‐antiproteinase 2  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  399 
A0A099ZYE0_CHAVO 






























Complement factor H  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  302 
A0A087RBW2_APTFO 






Complement factor H  Pygoscelis adeliae  Adélie penguin  269 
R7VRC4_COLLI 
Complement C3  Columba livia  Rock dove  259 
A0A0A0AI70_CHAVO 
Ovotransferrin  Charadrius vociferus  Killdeer  238 
A0A1D5P6F4_CHICK 






Ovotransferrin  Haliaeetus albicilla  White‐tailed eagle  224 
A0A087RBW1_APTFO 
IgGFc‐binding protein  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  198 
A0A091P1L3_HALAL 
Ig heavy chain V‐III region GAL  Haliaeetus albicilla  White‐tailed eagle  195 
A0A087REW6_APTFO 
Glutathione peroxidase  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  186 
A0A087QH18_APTFO 
Plasminogen  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  176 
A0A093IJM0_FULGA 
IgGFc‐binding protein  Fulmarus glacialis  Northern fulmar  174 
A0A093GZX5_GAVST 
Ovotransferrin  Gavia stellata  Red‐throated loon  173 
A0A091V0T3_NIPNI 
IgGFc‐binding protein  Nipponia nippon  Japanese crested ibis  169 
A0A091GDA6_9AVES 






Alpha‐2‐macroglobulin‐like  Columba livia  Rock dove  153 
















IgGFc‐binding protein  Fulmarus glacialis  Northern fulmar  136 
A0A091W577_NIPNI 

























Alpha‐1‐antiproteinase 2  Aptenodytes forsteri  Emperor penguin  52 
A0A226NM49_CALSU 










Complement C1q subcomponent subunit C  Nestor notabilis  Kea  45 
A0A093HG08_GAVST 











were  identified  for  deiminated  proteins  and  these  included  vesicle‐mediated  transport,  protein 
metabolic  processes,  response  to  wounding  and  wound  healing,  stress  and  immune  system 
processes,  including  complement  coagulation  cascade,  bacterial  infection  defence  pathways 
(Staphylococcus aureus) and cholesterol metabolism (Figures 5–7). There were some species‐specific 
differences  observed  for  deiminated  protein  candidates,  as  biological  GO  pathways  for  signal 
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response; wound healing;  regulation of defence  response;  regulation of protein processing;  signal 
transduction; protein metabolic process.  (B) Kyoto Encyclopedia of Genes  and Genomes  (KEGG) 
pathways  relating  to  the  identified  proteins  and  reported  in  STRING  are  highlighted  showing 
complement and coagulation cascade; platelet activation; PPAR signalling pathway; fat digestion and 
absorption;  Staphylococcus  aureus  infection;  cholesterol  metabolism  and  vitamin  digestion  and 
absorption. Coloured nodes represent query proteins and first shell of interactors; white nodes are 
second shell of  interactors. Coloured  lines  indicate whether protein  interactions are  identified via 
known  interactions  (curated  databases,  experimentally  determined),  predicted  interactions  (gene 











in  plasma  of  south  polar  skua  (Stercorarius  maccormicki).  Reconstruction  of  protein–protein 
interactions based on known and predicted  interactions of human homologue proteins to proteins 
identified  in  south  polar  skua,  using  STRING  analysis.  (A)  Biological GO  pathways  relating  to 
identified  proteins  and  reported  in  STRING  are  highlighted  showing  protein  activation  cascade; 
vesicle‐mediated transport; protein metabolic process; response to stress; organonitrogen compound 
metabolic  process; wound  healing;  humoral  immune  response;  regulation  of  response  to  stress; 
regulation  of metabolic  process  and  regulation  of  immune  system  process.  (B) KEGG  pathways 
relating to the identified proteins and reported in STRING are highlighted showing complement and 
coagulation  cascade; pantothenate  and CoA  biosynthesis;  systemic  lupus  erythematosus;  vitamin 
digestion  and  absorption;  prion  diseases;  platelet  activation;  Staphylococcus  aureus  infection; 
cholesterol metabolism; pertussis and fat digestion and absorption. Coloured nodes represent query 
proteins  and  first  shell of  interactors; white nodes  are  second  shell of  interactors. Coloured  lines 
indicate  whether  protein  interactions  are  identified  via  known  interactions  (curated  databases, 
experimentally  determined),  predicted  interactions  (gene  neighbourhood,  gene  fusion,  gene  co‐
occurrence) or via text mining, co‐expression or protein homology (see the colour key for connective 
lines and for nodes indicating the specific GO and KEGG pathways included in the figure). 
In  the  wandering  albatross  only,  specific  deimination  positive  pathways  were  identified 
involving biological GO pathways  for post‐translational modification, plasma  lipoprotein particle 
remodelling  and  KEGG  pathways  for  Chagas  disease,  regulation  of  actin  cytoskeleton  and 
extracellular matrix (ECM) receptor interaction (Figure 7A,B). 







wandering  albatross,  using  STRING  analysis.  (A)  Biological GO  pathways  relating  to  identified 
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proteins and reported in STRING are highlighted showing regulation of protein processing; vesicle‐
mediated  transport;  protein  metabolic  process;  regulation  of  response  to  stress;  response  to 
wounding; post‐translational modification; regulation of immune system process; plasma lipoprotein 
particle remodelling; cellular protein metabolic process and regulation of protein metabolic process. 
(B) KEGG  pathways  relating  to  the  identified  proteins  and  reported  in  STRING  are  highlighted 
showing  complement  and  coagulation  cascade;  regulation  of  actin  cytoskeleton;  prion  disease; 
systemic  lupus  erythematosus  (SLE);  pertussis;  Chagas  disease;  cholesterol  metabolism; 
Staphylococcus aureus infection; PPAR signalling pathway; ECM receptor interaction. Coloured nodes 
represent query proteins and  first shell of  interactors; white nodes are second shell of  interactors. 
Coloured lines indicate whether protein interactions are identified via known interactions (curated 
databases,  experimentally determined), predicted  interactions  (gene neighbourhood,  gene  fusion, 





common  to  both  south  polar  skua  and wandering  albatross  (Figures  6  and  7);  and  peroxisome 







species  from  two avian orders) and  therefore  the  level of  intraspecific variation  is unknown, our 
findings nevertheless highlight novel aspects of post‐translational deimination in key proteins with 




hitherto unidentified  contributors  to different physiological and  immunological  responses,  in  the 
target protein  identified  in  these  seabirds,  and provide novel  insights  also  into putative  species‐
specific differences. Furthermore, EV profiles  in plasma of these seabirds were analysed, showing 








of more than one PAD  isozyme  in these birds and  is  in  line with previous studies in Gallus gallus 









Biology 2020, 9, 15  26  of  42 
 
seabird  species  assessed,  some  of  the  same  biological  GO  (Gene Ontology)  and  KEGG  (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) pathways were identified for deiminated proteins; however, 





identified  to  be  deiminated  in  all  three  species  of  seabirds  assessed  were  serum  albumin, 
apolipoprotein  A‐I,  fibrinogen,  kininogen‐1,  alpha‐2‐macroblogulin,  complement  C3,  Factor  H, 
comlement C1q, immunoglobulin, ceruloplasmin, fibronectin, ovotransferrin, alpha‐1‐antiproteinase 









Apolipoprotein  A‐I,  Apolipoprotein  AI‐V  and  Apolipoprotein  B‐100  were  all  found  to  be 
deiminated  in  seabird plasma. Apolipoprotein A‐I  is primarily  involved  in  lipid metabolism and 
associated  with  regulation  of  mitochondrial  function  and  bioenergetics  [76,77].  ApoA‐I  has  a 
regulatory  role  in  the complement  system  in various  species  [78–80]. ApoA‐IV  is a  lipid binding 
protein, primarily synthesized in the small intestine and involved in a range of physiological proteins 





of  the  coagulation  cascade  [85]. Fibrinogen has diverse  functions,  including  roles  in  the  immune 
defence and has for example been associated with host defences against pathogens, as well as in acute 
phase  and  stress  responses  and  in  toxicity  [86,87].  In  humans,  various  fibrinogen  disorders  are 
known,  related  to  coagulopathies,  ischemic  stroke,  cancer,  liver  disease  or  post‐translational 
modifications  [88].  Fibrinogen  is  a  known  deimination  candidate  and  this  post‐translational 







tissue  fluids  [93]. Alpha‐2‐M  is phylogenetically‐conserved  from  arthropods  to mammals  and  is 
closely related to other thioester‐containing proteins, complement proteins C3, C4 and C5 [94–96]. 
A  range  of  complement  components was  deiminated  in  the  plasma  of  our  study  species, 
including  complement  components C3, C4  and C9, which  are  central  to  the  the  alternative  and 
classical  pathways  and  participate  in  formation  of  the  membrane  attack  complex  (MAC). 
Furthermore,  regulatory  factors of  the  complement  system,  receptors  and  recognition molecules, 
including Factor H, C4b‐binding protein,  complement  receptor  type 2, Complement C1q  tumour 
necrosis  factor‐related  protein  3  isoform  A  and  C4b‐binding  protein  alpha  chain  were  also 
deiminated.  These  complement  proteins  are  involved  both  in  the  alternative  and  classical 
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complement pathway and contribute to cell lysis as well as being implicated in clearance of apoptotic 
cells,  tissue  remodelling  and  host‐defences  against  pathogens  and  in  infection  [7,97–100].  The 
identification of post‐translational modification of  these  complement  components, which  include 
central complement components, recognition molecules and complement regulatory proteins, is of 
considerable interest in the light of the multifaceted functions of complement components and the 
diversification of  the complement system  throughout phylogeny  [98,101,102]. Recently such post‐
translational deimination of a range of complement components was recognized in both bony and 
cartilaginous  fish  [6,7,9,35].  There was  a  difference  in  complement  component  deimination  hits 
observed between the seabird species assessed here, as C1q, C3 and Factor H were identified in all 
three bird species, while C4, which belongs to the classical pathway, was only found deiminated in 
wandering albatross, and C9, which  forms part of  the  final complement  lysis MAC complex, was 
only found deiminated in south polar skua. Complement receptor type 2 was found deiminated in 
northern  giant  petrel  and  south  polar  skua,  but  not  in wandering  albatross, while C4b‐binding 
protein was found deiminated in south polar skua only. The role of post‐translational deimination 
for  complement  protein moonlighting  in  birds,  and  its  contribution  to  diverse  functions  of  the 
complement  system  in  physiological  and  pathophysiological  processes,  as well  as  complement 
diversification throughout phylogeny remains to be elucidated. 
A range of immunoglobulins was found to be deiminated in all three seabird species tested. 
This  included  IgGFc‐binding protein,  Ig  lambda‐1  chain C  regions,  Ig  gamma‐1  chain C  region, 




region  is  post‐translationally  deiminated  [103].  Given  the  increased  interest  in  furthering 
understanding  of  Ig diversity  throughout  the phylogenetic  tree  [104–107]  our  current  finding  of 
deimination  of  bird  Ig’s  highlights  a  novel  concept  of  diversification  of  Ig  function  via  post‐
translational deimination. 
Ceruloplasmin  was  found  to  be  deiminated  in  all  three  seabird  species  tested.  It  is  a  serum 




Fibronectin  is an  important part of  the extracellular matrix and  is a hepatic glycoprotein protein 
which constitutes a major protein component of blood plasma. It has major roles in cell migration, 
differentiation, migration and growth and plays  important  roles  in wound healing, as well as  in 
embryogenesis [111,112]. Fibronectin  is associated with a number of pathologies,  including cancer 
and fibrosis [113]. Fibronectin has been previously found to be deiminated in various sites, which has 





while  in  mammals  two  forms  of  transferrin  (serum  transferrin  and  lactoferrin),  with  different 
functions exist  [116]. As ovotransferrin has multifaceted  functions and plays major  roles  in avian 










homeostasis  and  distribution  of  selenium  [123].  In  birds,  selenoprotein  has  been  shown  to  be 
important  in  immune  responses  [124]  and  to  be  protective  against  growth  inhibition,  including 
nutritional muscular dystrophy  [125],  as well  as oxidative damage  and  apoptosis  in  response  to 
fluorine [126]. Phylogenetically, Sepp1 is believed to have appeared in early metazoan species [127]. 
While  Sepp1  is  known  to  be  glycosylated,  little  is  understood  about  roles  for  post‐translational 
deimination for its function. 
Hemoglobin was found deiminated in northern giant petrel and south polar skua plasma. It is a key 
molecule  in  molecular  oxygen  transport  in  the  bloodstream.  In  the  south  polar  skua,  two 
haemoglobins had peculiar functional features including additional phosphate binding sites, possible 
as  an  adaption  to  extreme  environmental  conditions  [128,129].  Post‐translational modifications, 
including deimination identified here, may further add to such functional adaptions. 











spreading,  and  furthermore  inhibits  the  membrane‐damaging  effect  of  the  terminal  cytolytic 
complement pathway and binds  to  several  serine protease  inhibitors  [137,138]. Roles  for VTN  in 
haemostasis and tumour malignancy have also been described [139,140]. 
Noelin (olfactomedin 1 or pancortin) was found deiminated in wandering albatross plasma. It is a 





transition  in  the  chick  embryonic heart  [145]. Deimination of noelin  identified here has not been 
studied  before  and  provides  a  new  aspect  of  multifaceted  functions  of  noelin  via  such  post‐
translational modification. 
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inflammatory and immune responses [119,155,156]. As the protease inhibitor effects of serpins are 





Pantetheinase,  also known  as non‐inflammatory molecule‐1  (vanin  1), was  found deiminated  in 
south polar skua plasma. It has physiological roles related to coenzyme A (CoA) metabolism, lipid 
metabolism, and energy production [159,160]. It also has a range of roles in relation to oxidative stress 
and  inflammation  in  developmental,  repair  and  inflammatory  processes,  contributing  to  tissue 
tolerance to stress, and is related to a range of human pathologies [160,161]. 
Vascular non‐inflammatory molecule 3 also belongs to the vanin family of encoding pantetheinase 











Inter‐alpha‐trypsin  inhibitor was  found  deiminated  in  south  polar  skua  plasma.  It  is  an  acute 
inflammatory marker  [171] which  functions  as  a  protease  inhibitor  and  is  linked  to  a  range  of 






Deleted  in malignant  brain  tumours  1  protein  was  found  deiminated  in wandering  albatross 
plasma. It is a glycoprotein containing multiple scavenger receptor cysteine‐rich (SRCR) domains and 
is related to cellular immune defences and mucosal immunity, as well as to regeneration [178–180]. 
It has dual  functions  in viral  transmission  [181] and displays a broad calcium‐dependent binding 
spectrum against a range of bacterial pathogens [180,182]. Absence of the protein or glycosylation 
has  been  described  in  cancer  [183–186],  while  roles  for  post‐translational  deimination  in  its 
multifaceted  functions  remain  unknown.  This may  be  of  particular  interest  as DMBT1  shows  a 
pattern  recognition activity  for poly‐sulfated and poly‐phosphorylated  ligands,  including nucleic 
acids,  and also has  the  ability  to aggregate  ligands—properties which have made  it a protein of 
interest for targeted nano‐delivery [187]. Therefore, indication of structural changes of this protein 
via post‐translational deimination may be of considerable interest. 



















Retinol‐binding  protein  4  (RBP4)  was  found  deiminated  in  south  polar  skua  and  wandering 
albatross plasma.  It  is mainly synthesized  in  the  liver and circulates  in  the bloodstream bound  to 
retinol in a complex with transthyretin. It delivers retinol from the liver stores to the peripheral tissues 
[195]. RBP4 has recently been described as an adipokine that contributes to  insulin resistance and 
diabetes  [196],  partly  via  activation  of  antigen‐presenting  cells  [197].  RBP4  is  also  secreted  by 
adipocytes of the fat tissue in a smaller portion and acts as a signal to surrounding cells, when there 
is a decrease in plasma glucose concentration [198]. While some post‐translationally processed forms 
of human RBP4 have been  implicated  in  in  chronic  renal  failure  [199], deimination has not been 
assessed. 
Ubiquitin  carboxyl‐terminal  hydrolase  (UCH)  was  found  deiminated  in  wandering  albatross 
plasma. It is a deubiquitinating enzyme, essential for a variety of biological processes including cell 












Collagen  alpha‐4  (VI)  chain  was  found  deiminated  in  wandering  albatross  plasma.  It  is  an 
extracellular matrix protein [206], is found in lymphoid tissues [207] and has roles, amongst others, 
in  cellular  and  mucosal  immunity  and  inflammatory  diseases  such  as  ulcerative  colitis  and 
membranous glomerulonephritis  [208,209].  In birds,  it has  roles  in CNS development  relating  to 
plasticity and axon growth in the chicken [210]. 
SET  and MYND  domain‐containing  protein  4  was  found  deiminated  in  wandering  albatross 






light  of  their multifaceted  functions  in  regulating  a  range  of  histone  and  non‐histone  proteins, 
including histone H3 in Gallus gallus [16]. 
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The  current  study  describes  for  the  first  time  post‐translational  deimination  of  a  range  of 





roles  for  post‐translational  deimination  in  protein  moonlighting  during  physiological  and 
pathophysiological  processes,  are  a  promising  field  for  further  studies.  Similarly,  roles  for  EV‐







phylogenetically  conserved  mechanisms  in  cellular  communication  via  EV‐mediated  transport, 
further  informing  EV‐mediated  pathologies.  Future  research would  involve  assessing  EV  cargo, 
including deiminated EV cargo, in addition to overall plasma deimination biomarkers, in Antarctic 
seabirds at the individual level, in relation to environmental conditions, pollutant levels and past or 
recent  immune  challenges  from  pathogens.  In  addition,  wider  sampling  within  and  between 









proteins were  isolated  by  immunoprecipitation  using  the  pan‐deimination  F95  antibody.  The  F95‐enriched 
eluate was  analysed  by  LC–MS/MS  and  peak  list  files were  submitted  to mascot.  Peptides matching with 
Aves_class_20190709  (876,224  sequences;  364,491,521  residues)  are  shown. Peptide  sequences  for  individual 
protein hits,  their m/z values and  individual scores are  listed. Table S2: LC–MS/MS analysis of F95‐enriched 
protein hits identified in plasma of south polar skua (Stercorarius maccormicki). Deiminated proteins were isolated 
by immunoprecipitation using the pan‐deimination F95 antibody. The F95‐enriched eluate was analysed by LC–














Biology 2020, 9, 15  32  of  42 
 
Acknowledgments: The authors would like to thank Yagnesh Umrania and Michael Deery at the Cambridge 








3. Bicker,  K.L.;  Thompson,  P.R.  The  Protein  Arginine  Deiminases:  Structure,  Function,  Inhibition,  and 
Disease. Biopolymers 2013, 99, 155–163. 










Early Halibut Ontogeny‐Complement Components C3  and C4  are  Post‐Translationally Deiminated  in 
Halibut (Hippoglossus hippoglossus L.). Dev. Comp. Immunol. 2019, 92, 1–19. 
8. Magnadottir, B.; Kraev, I.; Guðmundsdóttir, S.; Dodds, A.W.; Lange, S. Extracellular Vesicles  from Cod 




























Biology 2020, 9, 15  33  of  42 
 
19. Gavinho, B.; Rossi,  I.V.; Evans‐Osses,  I.; Lange, S.; Ramirez, M.I. Peptidylarginine Deiminase  Inhibition 
Abolishes the Production of Large Extracellular Vesicles from Giardia intestinalis, Affecting Host‐Pathogen 
Interactions by Hindering Adhesion to Host Cells. bioRxiv 2019, 586438, doi:10.1101/586438. 











24. Magnadottir,  B.;  Uysal‐Onganer,  P.;  Kraev,  I.;  Svansson,  V.;  Lange,  S.  Deiminated  Proteins  and 
Extracellular Vesicles‐Novel Serum Biomarkers in Whales and Orca. Comp. Biochem. Physiol. Part D 2020, 
under review. 




I‐Mediated  Inhibition  of  Exosome  and  Microvesicle  Release  and  Enhanced  Efficacy  of  Cancer 
Chemotherapy. Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1007. 
27. Kosgodage, U.S.; Onganer,  P.U.; Maclatchy, A.; Nicholas, A.P.;  Inal,  J.M.;  Lange,  S.  Peptidylarginine 
Deiminases  Post‐translationally Deiminate  Prohibitin  and Modulate  Extracellular  Vesicle  Release  and 
miRNAs 21 and 126 in Glioblastoma Multiforme. Int. J. Mol. Sci. 2018, 20, 103. 
























Vesicles, Deiminated  Protein Cargo  and microRNAs  are Novel  Serum  Biomarkers  for  Environmental 
Rearing Temperature in Atlantic cod (Gadus morhua L.). Aquac. Rep. 2020, 16, 100245. 
Biology 2020, 9, 15  34  of  42 
 






41. Dias, M.P.; Martin,  R.;  Pearmain,  E.J.;  Burfield,  I.J.;  Small,  C.;  Phillips,  R.A.;  Yates,  O.;  Lascelles,  B.; 
Borboroglu, P.G.; Croxall, J.P. Threats to Seabirds: A Global Assessment. Biol. Conserv. 2019, 237, 525–537. 

















D.R.;  Bustamante,  P. Accumulate  or  Eliminate?  Seasonal Mercury Dynamics  in Albatrosses,  the Most 
Contaminated Family of Birds. Environ. Pollut. 2018, 241, 124–135. 


















Reservoir  that could Play a Major Role  in Avian  Influenza Virus Epidemiological Dynamics. Crit. Rev. 
Microbiol. 2015, 41, 508–519. 
56. Jaeger,  A.;  Lecollinet,  S.;  Beck,  C.;  Bastien,  M.;  Le  Corre,  M.;  Dellagi,  K.;  Pascalis,  H.;  Boulinier,  T.; 












60. Khan,  J.S.;  Provencher,  J.F.;  Forbes, M.R.; Mallory, M.L.;  Lebarbenchon, C.; McCoy, K.D.  Parasites  of 
Seabirds: A Survey of Effects and Ecological Implications. Adv. Mar. Biol. 2019, 82, 1–50. 
61. Sanz‐Aguilar, A.; Payo‐Payo, A.; Rotger, A.; Yousfi, L.; Moutailler, S.; Beck, C.; Dumarest, M.; Igual, J.M.; 

















Immune  Status  and  Telomere  Length  in  Frigatebird Nestlings  Facing  a  Severe Herpesvirus  Infection. 
Conserv. Physiol. 2017, 5, cow073. 





69. Horvatić;  A;  Guillemin, N.;  Kaab, H.; McKeegan,  D.;  OʹReilly,  E.;  Bain, M.;  Kuleš;  J;  Eckersall,  P.D. 




71. Horvatić;  A;  Guillemin, N.;  Kaab, H.; McKeegan,  D.;  OʹReilly,  E.;  Bain, M.;  Kuleš;  J;  Eckersall,  P.D. 






73. Soo,  C.Y.;  Song,  Y.;  Zheng,  Y.;  Campbell,  E.C.;  Riches, A.C.;  Gunn‐Moore,  F.;  Zheng,  Y.;  Powis,  S.J. 
Nanoparticle  Tracking  Analysis  Monitors  Microvesicle  and  Exosome  Secretion  from  Immune  Cells. 
Immunology 2012, 136, 192–197. 
74. Nicholas,  A.P.;  Whitaker,  J.N.  Preparation  of  a  Monoclonal  Antibody  to  Citrullinated  Epitopes:  Its 
Characterization and Some Applications to Immunohistochemistry in Human Brain. Glia 2002, 37, 328–336. 






































90. Blachère, N.E.;  Parveen,  S.;  Frank, M.O.; Dill,  B.D.; Molina, H.; Orange, D.E. High‐Titer  Rheumatoid 
Arthritis  Antibodies  Preferentially  Bind  Fibrinogen  Citrullinated  by  Peptidylarginine  Deiminase  4. 
Arthritis Rheumatol. 2017, 69, 986–995. 





93. Armstrong, P.B.; Quigley,  J.P. Alpha2‐Macroglobulin: An Evolutionarily Conserved Arm of  the  Innate 
Immune System. Dev. Comp. Immunol. 1999, 23, 375. 































































122. Kolarich,  D.;  Weber,  A.;  Turecek,  P.L.;  Schwarz,  H.P.;  Altmann,  F.  Comprehensive  Glyco‐Proteomic 
Analysis of Human Alpha1‐Antitrypsin and Its Charge Isoforms. Proteomics 2006, 6, 3369–3380. 
























































Biology 2020, 9, 15  39  of  42 
 
145. Lencinas, A.; Chhun, D.C.; Dan, K.P.; Ross, K.D.; Hoover, E.A.; Antin, P.B.; Runyan, R.B. Olfactomedin‐1 

















































C.  Antiphospholipid  Antibodies  to  Domain  I  of  Beta‐2‐Glycoprotein  I  Show  Different  Subclass 
Predominance in Comparison to Antibodies to Whole Beta‐2‐glycoprotein I. Front. Immunol. 2018, 9, 2244. 
167. El‐Assaad,  F.; Krilis,  S.A.; Giannakopoulos, B.  Posttranslational  Forms  of  beta  2‐Glycoprotein  I  in  the 
Pathogenesis of the Antiphospholipid Syndrome. Thromb. J. 2016, 14 (Suppl. 1), 20. 
Biology 2020, 9, 15  40  of  42 
 
168. El‐Assaad, F.; Qi, M.; Gordon, A.K.; Qi, J.; Dong, S.; Passam, F.; Weaver, J.C.; Giannakopoulos, B.; Krilis, 



































(DMBT1)  Relates  to  the  Proliferation  and  Malignant  Transformation  of  Hepatic  Progenitor  Cells  in 
Hepatitis B Virus‐Related Liver Diseases. Histopathology 2012, 60, 249–260. 
182. Rosenstiel, P.; Sina, C.; End, C.; Renner, M.; Lyer, S.; Till, A.; Hellmig, S.; Nikolaus, S.; Fölsch, U.R.; Helmke, 






















Carmo,  A.M.  The  Scavenger  Receptor  SSc5D  Physically  Interacts  with  Bacteria  through  the  SRCR‐
Containing N‐Terminal Domain. Front. Immunol. 2016, 13, 416. 
190. Balakrishnan, L.; Bhattacharjee, M.; Ahmad, S.; Nirujogi, R.S.; Renuse, S.; Subbannayya, Y.; Marimuthu, A.; 




192. Bae,  Y.J.;  Kratzsch,  J.  Corticosteroid‐Binding  Globulin:  Modulating  Mechanisms  of  Bioavailability  of 
Cortisol and Its Clinical Implications. Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. 2015, 29, 761–772. 
193. Lattin, C.R.; Breuner, C.W.; Michael Romero, L. Does Corticosterone Regulate  the Onset of Breeding  in 


























Neurotoxicity  Induced  by ZnO Particles  via  Stabilizing  the  Inhibitor  of NF‐Kappa B  Signaling,  IκB‐α. 
Ecotoxicol. Environ. Saf. 2019, 180, 259–268. 
204. Matuszczak,  E.;  Tylicka,  M.;  Dębek,  W.;  Sankiewicz,  A.;  Gorodkiewicz,  E.;  Hermanowicz,  A. 
Overexpression  of  Ubiquitin  Carboxyl‐Terminal  Hydrolase  L1  (UCHL1)  in  Serum  of  Children  after 
Thermal Injury. Adv. Med. Sci. 2017, 62, 83–86. 
205. Woo,  S.K.;  Baek,  S.H.;  Lee,  J.I.;  Yoo,  Y.J.;  Cho,  C.M.;  Kang,  M.S.;  Chung,  C.H.  Purification  and 
















211. Calpena,  E.;  Palau,  F.;  Espinós,  C.;  Galindo, M.I.  Evolutionary History  of  the  Smyd Gene  Family  in 







214. Song,  J.;  Liu, Y.; Chen, Q.; Yang,  J.;  Jiang, Z.; Zhang, H.;  Liu, Z.;  Jin, B.  Expression  Patterns  and  the 
Prognostic  Value  of  the  SMYD  Family  Members  in  Human  Breast  Carcinoma  Using  Integrative 
Bioinformatics Analysis. Oncol. Lett. 2019, 17, 3851–3861. 
. 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open 
access article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons 
Attribution (CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
